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RESUMO 
 
Ácido propanóico é um ácido monocarboxílico saturado de cadeia aberta, sendo um 
dos 30 precursores químicos de maior utilização industrial, e pode ser obtido via 
processo fermentativo, por rota biotecnológica dentro dos conceitos de Química 
Verde. No entanto, por ser um ácido fraco ele não dissocia e passa através da 
membrana celular, liberando prótons no citoplasma devido ao ambiente alcalino, e 
como consequência, o gradiente de pH através da membrana celular sofre 
modificações, afetando assim, a transferência de nutriente e inibindo o crescimento 
celular. Desta maneira, uma alternativa, de extrema importância para minimizar este 
efeito é o uso da separação do ácido propanóico por perstração de forma contínua. A 
perstração consiste na transferência de um soluto entre duas fases separadas por 
uma camada de solvente, sendo a força motriz do gradiente o pH e concentração. 
Portanto, este projeto teve como objetivo a produção e separação de ácidos 
orgânicos, como ácido acético e propanóico produzidos por processo fermentativo 
contínuo utilizando a perstração. Os resultados obtidos apresentaram rendimentos 
superiores a 75% para a perstração, e conversão de glicose em ácido propanóico e 
acético de 35%. 
 
PALAVRAS CHAVES: perstração, ácido propanóico, sistema contínuo, 
Propionibacterium acidipropionici. 
 
 
 
 
 
 
  
 
ABSTRACT 
 
Propionic acid is an open chain saturated monocarboxylic acid, one of the precursors 
most widely used in industries, and can be obtained via a fermentative process by 
biotechnological route within the Green Chemistry processes. However, being a weak 
acid it does not separate when it cross a cell membrane, releasing protons in the 
cytoplasm due to the alkaline environment and, as a result, the pH gradient across the 
cell membrane undergoes changes, thus affecting the nutrient transfer and inhibiting 
the cell growth. Thus, an alternative extremely important to minimize this effect is the 
use of separation of the propionic acid for continuous pertraction. The pertraction is 
the transfer of a solute between two phases separated by a layer of a diluent with the 
driving force of the pH gradient and concentration. Therefore, this project aimed at the 
production and separation of organic acids such as acetic and propionic acids 
produced by a continuous fermentation process using pertraction. The results showed 
yields greater than 75% for pertraction conversion of glucose and propionic acid and 
35% for the acetic acid. 
 
KEYWORDS: pertraction, propionic acid, continuous system, Propionibacterium 
acidipropionici. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Os ácidos propanóico (C3H6O2) e acético (C2H4O2) são ácidos 
monocarboxílicos saturados de cadeias abertas e estão entre os principais produtos 
utilizados como intermediários para um grande número de produtos com as mais 
diversas aplicações industriais, desde química fina e farmacêutica como na indústria 
alimentícia e de cosméticos (CAŞCAVAL et al., 2013 e CAŞCAVAL et al., 2009; 
DISHISHA et al., 2012; CALDERÓN, 2012; da COSTA et al., 1999). 
A produção do ácido propanóico utiliza gás de petróleo liquefeito por 
síntese química, fazendo uso de propanol, propionaldeído ou hidrólise de ésteres 
(ZHU et al., 2012). No entanto, devido aos altos custos destes processos e o aumento 
do preço do gás de petróleo liquefeito, além do grau de pureza do ácido desejado 
(WASEWAR e PANGAKAR, 2006) o processo vem se tornando economicamente 
inviável. Dessa forma, o processo fermentativo é uma importante alternativa, pois 
devido aos avanços tecnológicos, tanto de equipamentos, quanto de engenharia, bem 
como o advento de Química Verde, tornam o processo fermentativo viável 
economicamente devido ao uso de matérias-primas renováveis e por gerar resíduos 
biodegradáveis (COÊLHO, 2011; FARDELONE, 2004).  
Bactérias da classe das Actinobactérias são produtoras de ácidos 
propanóico, acético e succínico através do metabolismo de açúcares, como glicose, 
glicerol e sacarose. Mas altas concentrações de ácidos no caldo de fermentação 
podem causar inibições de crescimento e produção, estagnando o processo. Assim, 
novos sistemas de processos fermentativos vêm sendo desenvolvidos, utilizando 
argilas como carregadores celulares (suportes orgânicos ou inorgânicos), o uso de 
reciclagem de células, de reatores de leito fibroso, de sistemas de extração com 
aminas terciárias, o uso de carvão ativo, o uso de reatores de membranas, entre 
outros, para o aumento da produtividade dos ácidos desejados (MOHAMMADI et al., 
2008; da COSTA et al., 1999). 
O uso de membranas em processos de separação tem sido muito utilizado 
nos últimos anos, tanto em processos já estabelecidos como em novos, 
proporcionando um grande desenvolvimento tecnológico, gerando processos mais 
simplificados, do ponto de visto de menores quantidades de materiais e de 
equipamentos, bem como economizando energia, além de redução de resíduos 
industriais (MORAES, 2011; PAL et al., 2009). O emprego de técnicas como a 
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membrana líquida surfactante, a microfiltração, a ultrafiltração e a perstração são 
alguns exemplos de aplicações de membranas para técnicas de separação. 
O processo por Membrana Líquida Surfatantes apresenta alta capacidade 
de extração associada a uma elevada seletividade, permitindo que as etapas de 
extração e reextração sejam realizadas em um único estágio e, devido ao mecanismo 
de transporte envolvido, consegue viabilizar extrações de solutos em solução com 
baixas concentrações (NASCIMENTO, 2006).  
A micro e a ultrafiltração podem ser utilizadas para separar o produto das 
células, contribuindo para o controle do pH do meio. No entanto, a incrustação das 
membranas acarreta problemas, como entupimentos e diminuição dos fluxos de 
permeados (MORAES, 2011), uma maneira de contornar esse problema é 
trabalhando com baixos fluxos e pressões em torno de 1 bar no sistema. 
Já a perstração consiste em uma extração com solventes orgânicos, 
utilizando uma “membrana líquida” como barreira, por diferencial de gradiente de pH, 
através da formação de complexos ácido-base. Em comparação com a extração 
líquido-líquido, a utilização da perstração requer uma pequena quantidade de solvente 
e diminui a sua perda, devido ao seu reciclo durante a extração (CAŞCAVAL et al., 
2013; CAŞCAVAL et al., 2009). 
Assim, este projeto teve por objetivo a separação de ácido propanóico por 
perstração, em sistema contínuo. Para isso, foi desenvolvido um sistema de 
fermentação-separação, representado na Figura 1, onde uma membrana de fibra oca 
foi acoplada, em linha, a um biorreator, e através de uma bomba peristáltica ocorre o 
reciclo do caldo fermentativo. A passagem do caldo pela membrana promove a 
retirada dos ácidos do caldo de fermentação, mantendo o processo fermentativo, com 
níveis mínimos de ácidos, o que proporciona um processo contínuo e duradouro, pois 
diminui a toxicidade do meio à bactéria, mantendo à produtividade do ácido. 
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Figura 1: Representação do sistema contínuo biorreator/membrana. 
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2. OBJETIVOS 
 
Os objetivos do projeto de pesquisa consistiram em realizar fermentações 
com a bactéria Propionibacterium acidipropionici para a obtenção de ácido propanóico 
e sua separação do caldo fermentativo via perstração, através do desenvolvimento de 
um processo contínuo. De promover o design de um sistema, na forma de protótipo, 
bem como peças e demais componentes, para proporcionar um sistema de produção 
contínua visando o aumento de produtividade. 
Também foi objetivo verificar a eficiência e a continuidade dos processos 
fermentativos, em escala de bancada, aumentando, assim, a capacidade reprodutiva 
do protótipo. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
  
3.1. Ácido Propanóico 
Ácido propanóico é um ácido monocarboxílico saturado de cadeia aberta, 
Figura 2, de modo que em seu estado puro é um líquido incolor, corrosivo, com odor 
desagradável e possui propriedades intermediárias, como ponto de fusão, ebulição e 
viscosidade, entre aquelas dos ácidos carboxílicos de cadeias menores, como por 
exemplo, os ácidos fórmicos e acéticos, e os ácidos carboxílicos maiores (COÊLHO, 
2011), sendo que as principais características e propriedades físico-químicas do ácido 
propanóico estão descritas na Tabela 1.  
 
Figura 2: Representação estrutural da molécula de ácido propanóico. 
 
 
 
Tabela 1: Propriedades físico-químicas do ácido propanóico. 
Nome pela IUPAC Ácido propanóico 
Sinônimo Ácido propiônico 
Formula molecular C3H6O2 
Peso molecular 74,079 g/mol 
Registro CAS 79-09-4 
Aparência Líquido incolor 
Solubilidade em água (Pa à 20°C) Miscível 
Viscosidade 10 mPa.s 
Densidade relativa 0,992 g/cm3 
Acidez (pKa) 4,88 
Ka (constante ácida de dissociação) 1,34.10-5 
Ponto de fusão -21 °C 
Ponto de ebulição 141 °C 
Ponto de inflamação 54 °C 
Temperatura de autoignição 485 °C 
    Fonte: COÊLHO, 2011; FIORUCCI et al., 2002. 
19 
 
 
Devido às suas propriedades, o ácido propanóico está entre os 30 melhores 
candidatos na plataforma de produtos químicos utilizados como blocos de construção 
para produtos com diversas aplicações (DISHISHA et al., 2012). Tendo inúmeras 
aplicações na indústria química, como reagentes, plastificantes, solventes, agentes 
emulsionantes, monômeros, resinas, tintas e soluções de galvanoplastia. Na 
agricultura é utilizado como herbicida, na área farmacêutica em produção de 
medicamentos antiartríticos e anti-inflamatórios não esteroides - AINEs (CALDERÓN, 
2012), na indústria alimentícia como conservantes, ácido ou sais, agente antifúngico, 
sabores de frutos artificiais e panificação e na indústria de cosméticos é utilizado como 
constituinte de perfumes e demais produtos (CAŞCAVAL et al., 2013). Também é 
utilizado como constituinte de produtos de alimentação animal (da COSTA et al., 
1999). 
O mercado mundial de ácido propanóico foi de 399,4 quilotoneladas em 
2014 e há expectativas de que em 2020 supere 470 quilotoneladas, com um 
crescimento 2,7% no período de 2014 a 2020 (BUSISNES WIRE, 2016). 
Comercialmente o ácido é produzido utilizando-se gás de petróleo liquefeito e 
propanol, Equação 1, por síntese química utilizando-se propionaldeído, Equação 2, 
ou hidrólise de ésteres, Equação 3 (ZHU et al., 2012).  
 
 
 
   Equação 1 
 
 
   Equação 2 
 
 
   Equação 3 
 
 
No entanto, nos últimos anos, os custos destes processos químicos 
tornaram-se elevados devido ao aumento do preço do gás de petróleo liquefeito, além 
do grau de pureza do ácido desejado. Também é importante ressaltar que a separação 
do ácido propanóico em escala industrial requer alto consumo de cal e de ácido 
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sulfúrico, produzindo grandes quantidades de efluentes ácidos e resíduos sólidos de 
sulfato de cálcio (CAŞCAVAL et al., 2013; WASEWAR e PANGAKAR, 2006). 
Assim, a rota de obtenção do ácido propanóico por processo fermentativo 
é de extrema importância, pois torna a sua produção viável economicamente quando 
comparada com a síntese química clássica, pois os processos fermentativos utilizam 
matérias-primas renováveis e os resíduos são biodegradáveis (COÊLHO, 2011). 
Dessa forma o ácido propanóico é um produto resultante da rota metabólica da 
bactéria Propionibacterium acidipropionici. 
Na fermentação do ácido propanóico, a Propionibacterium acidipropionici 
também pode produzir subprodutos, como o ácido succínico, ácido pirúvico, dióxido 
de carbono e acetato. Utilizando a glicose, como fonte de carbono, fornecem como 
subprodutos dióxido de carbono, e ácido acético. Quando utilizado glicerol como 
substrato, ocorre a produção do ácido acético, ácido fórmico e propanol e ácido 
succínico (COÊLHO, 2011). 
O ácido propanóico, por ser um ácido fraco, pKa 4,85, não se dissocia e 
passa através da membrana celular liberando prótons no citoplasma, devido ao 
ambiente alcalino, e como consequência, o gradiente de pH através da membrana 
celular é perturbado, afetando a transferência de nutriente e inibindo o crescimento 
celular (ZHANG e YANG, 2009b), sendo que concentrações na ordem de 2 g/L são o 
suficiente para inibir o crescimento celular (SUWANNAKHAM, 2005; GU et al., 1999; 
RAMSAY et al., 1998; GU et al., 1998). Assim, novos sistemas de processos 
fermentativos vêm sendo desenvolvidos, como a reciclagem de células, reatores de 
leito fibroso, sistemas de extração com aminas terciárias ou com carvão ativado (da 
COSTA et al., 1999) e as fermentações de extração à base de membranas, 
promovendo o aumento da produtividade do ácido  
Em processos fermentativos de produção de ácido propanóico, 
normalmente é acompanhado pela produção de ácido acético (Figura 3), um 
subproduto da fermentação pela propionibactéria, devido a um desvio da rota 
metabólica causado por estres celular (LIU et al., 2011), devido ao aumento da 
temperatura e/ou pela própria concentração do ácido propanóico durante o processo 
fermentativo (SUWANNAKHAM, 2005; GU et al., 1999; GU et al., 1998). 
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Figura 3: Representação estrutural da molécula de ácido acético. 
 
 
 
3.2. Propionibacterium acidipropionici 
As Propionibacterium acidipropionici, são bactérias anaeróbicas 
pertencentes a classe de Actinobactérias, caracterizadas por serem Gram-positiva, na 
forma de bastonetes, podendo estar isoladas, em pares ou em grupos, Figura 4, são 
pleomórficas, não formam esporos, apresentam crescimento lento, metabolizam 
diversas fontes de carbono, como sacarose, glicose, glicerol (DISHISHA et al., 2012; 
PARIZZI et al., 2012; BERGEY et al., 1957), sorbitol (DUARTE, 2014), lactose, 
sacarose (CALDERÓN, 2012) e melaço de cana-de-açúcar (CORAL et al., 2008). 
Desta maneira, pode-se utilizar nos processos fermentativos substratos com baixo 
custo e que ofereçam altos rendimentos na produção de metabolitos de interesse 
(CALDERÓN, 2012). 
Apresentam pigmentação rosada em pH próximo ao pKa do ácido 
propanóico, são de nível 1 de biossegurança (NB-1), não patógenas para o ser 
humano, sendo encontradas em diferentes áreas da pele e usadas na produção de 
produtos lácteos, principalmente de queijos, além de serem usadas para produção de 
vitamina B12 (DISHISHA et al., 2012; BERGEY et al., 1957). 
 
Figura 4: Foto de microscopia óptica de uma cultura de Propionibacterium 
acidipropionici ATCC 4875 (BASSALO, 2013). 
 
 
22 
 
 
Alguns micronutries são essenciais para a manutenção celular, como sais 
de magnésio, ferro, manganês, cobalto e cálcio. Sendo as condições ótimas de 
crescimento em torno de 30 °C e pH de 6,5 à 7 (CALDERÓN, 2012; CORAL et al., 
2008; BERGEY et al., 1957). 
Em condições aeróbicas e/ou com o aumento da temperatura a rota de 
obtenção do ácido propanóico é desviada para produção de ácido acético, e 
consequentemente diminui a produtividade do ácido propanóico (SUWANNAKHAM, 
2005). Já em condições anaeróbias a Propionibacterium acidipropionici produz 
principalmente o ácido propanóico, pela via dos ácidos dicarboxílicos, Figura 5, e 
como subprodutos o ácido acético, succínico e propanol.  
 
Figura 5: Rota metabólica da glicose durante o processo de fermentação 
pela propionibactéria (BASSALO, 2013). 
 
 
 
Blanc et al. (1987), reportaram que a utilização de glicose durante o 
processo fermentativo por Propionibacterium acidipropionici, gera como produto da 
rota metabólica os ácidos propanóico e acético, gás carbônico, água e energia na 
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forma de ATP, como exemplificado na Equação 4, permanecendo o pH do caldo 
fermentativo próximo ao pKa do ácido propanóico. 
 
 
 
 
    Equação 4 
 
Dessa forma, a produção de ácido propanóico pode ser limitada com o 
decaimento do pH, acarretando baixas produtividades nos processos fermentativos. 
Uma vez que o ácido propanóico é um ácido fraco e se dissocia no citoplasma celular, 
liberando prótons e diminuindo o pH, e a acidificação do citoplasma inibi a glicólise, 
por impedimento do transporte ativo ou por interferência com a transdução de sinal 
celular (CALDERÓN, 2012). E os subprodutos utilizados, dependendo da fonte de 
carbono, dificultam e encarecem o processo de separação e purificação do produto, 
downstream, do processo fermentativo industrial (BASSALO, 2013). 
 
3.3. Montmorilonita K10 
A montmorilonita é a argila mais utilizada em processos catalíticos 
heterogêneos, apresenta granulação muito fina composta essencialmente por 
minerais do grupo das esmectitas. Foi identificada por Knight em 1896 em Montmorillo 
- França, apresenta fórmula química geral Mx(Al4-xMgx)Si8O20(OH)4. Possui partículas 
de tamanhos que podem variar de 0,1-2 µm, com tamanho médio de 
aproximadamente 0,5 µm e formato de placas ou lâminas (PAIVA et al., 2008). 
Pertence ao grupo dos filossilicatos 2:1, cujas placas são caracterizadas por 
estruturas constituídas por duas folhas tetraédricas de sílica com uma folha central 
octaédrica de alumina, que são unidas entre si por átomos de oxigênio comuns a 
ambas folhas (SANTOS, 1989). O empilhamento dessas placas é regido por forças 
polares relativamente fracas e por forças de van der Waals e entre essas placas 
existem lacunas denominadas galerias ou camadas intermediárias nas quais residem 
cátions trocáveis como Na+, Ca2+, Li+, fixos eletrostaticamente e com a função de 
compensar cargas negativas (potencial zeta negativo) geradas por substituições 
isomórficas que ocorrem no reticulado. Cerca de 80% dos cátions trocáveis na 
montmorilonita estão presentes nas galerias e 20% se encontram nas superfícies 
laterais (PAIVA et al., 2008). A Figura 6 ilustra uma estrutura em camadas da 
montmorilonita. 
24 
 
 
Figura 6: Estrutura da montmorilonita (PAIVA et al., 2008). 
 
 
 
A montmorilonita K10 é obtida da montmorilonita natural por tratamento 
com ácidos minerais fortes a alta temperatura, resultando em um aumento significativo 
da área superficial e acidez em comparação à argila natural (FARIAS, 2010). 
Apresenta uma estrutura em forma de “sanduíche”, na qual uma camada octaédrica é 
intercalada entre duas tetraédricas. Os tetraedros de silício da estrutura secundária 
estão ligados uns aos outros por meio de três vértices, formando uma rede hexagonal. 
O quarto vértice de cada tetraedro está associado a um vértice de um octaedro de 
alumínio da estrutura primária, formando uma camada em comum. Os principais 
cátions presentes na montmorilonita são o Na+, K+, H3O+, Mg2+, Ca2+, Al3+ e Fe3+ 
(BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014). 
A água e outras moléculas polares, tais como certas moléculas orgânicas, 
podem penetrar entre as camadas, causando a expansão da montmorilonita K10, 
aumentando sua área superficial, 500 a 760 m2/g, sendo essa propriedade a mais 
interessante para a sua aplicação, como suporte celular.  Essa propriedade de 
expansão é reversível, ao menos que a estrutura seja completamente colapsada pela 
remoção de todas as moléculas polares interlamelares, as quais podem dificultar ou 
impossibilitar a expansão da estrutura (BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014). 
A montmorilonita K10 possui acidez superficial que é decorrente dos grupos 
hidroxilas terminais e da interação entre oxigênios, da estrutura secundária da 
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montmorilonita, que lhe confere um caráter ácido de Brönsted.  Além disso, essa 
acidez também é resultante da estrutura primária da argila, devido à presença de 
cátions metálicos, como Al3+ e Mg2+, que atuam como sítios ácidos de Lewis. 
(BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014). 
A expansão causada pelas moléculas de água, a acidez superficial e o 
potencial zeta negativo (-43 mV (ZADAKA et al., 2010)) da montmorilonita K10 faz 
com que ela seja aplicada como adsorvente em processos biocatalíticos (DUARTE et 
al., 2014; MORAN et al., 1999). 
 
3.4. Processo contínuo 
O processo de fermentação contínua é determinado pelo fluxo constante 
de entrada de meio de cultura e saída de produto. Sendo de primordial importância, o 
constante volume dentro do biorreator, para que o sistema atinja a condição de regime 
estacionário, ou seja, a concentração celular, de substrato e de produto permaneçam 
constante ao longo do tempo de operação do processo (BORZANI et al., 2001; 
CAPOLBO, 1982) 
Caracteriza-se por operar por longos períodos de tempo, resultando em 
aumento da produtividade, em virtude da redução de tempos mortos, gera um caldo 
de fermentação mais uniforme com células em um mesmo estado fisiológico, 
facilitando os processos de recuperação e purificação do produto de interesse. Além 
disso, há uma menor necessidade de mão-de-obra, devido a facilidade de operação 
e, possibilita a associação com outras operações ao longo do processo, podendo 
estas ser de etapas de purificação do produto (BORZANI et al., 2001; SIQUEIRA 
FILHO, 1997). 
A fermentação contínua é bastante utilizada na fermentação alcoólica em 
escala industrial, utilizando-se reciclo de células ou o processo contínuo em múltiplos 
estágios, permitindo a obtenção de elevados rendimentos, bem como elevadas 
produtividades do processo. Também é utilizada no tratamento biológico de resíduos 
(BORZANI et al., 2001). 
 
3.5. Membranas 
Uma membrana é uma barreira fina que permite a passagem preferencial 
de determinadas substâncias e é utilizada em processos de separação visando o 
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fracionamento dos componentes de uma mistura, em função de sua taxa de 
permeação (LAVEZO, 2006). 
Por serem filmes poliméricos ou inorgânicos semipermeáveis, as 
membranas servem como barreira para uma filtração em escala molecular, cuja 
seletividade à passagem de solutos em soluções está relacionada com as dimensões 
da molécula, do tamanho do poro da membrana, bem como à difusividade do soluto 
na matriz e às cargas elétricas associadas. Devido a esses fatores, os processos por 
membranas possibilitam a concentração e o fracionamento de líquidos, sem 
desnaturação térmica de compostos sensíveis ao calor. Como não ocorre mudança 
da fase, o processo permite considerável economia energética em comparação aos 
processos usuais de concentração, como a evaporação (HABERT et al., 2006). 
Em um processo de separação por membranas, a alimentação consiste de 
uma mistura de dois ou mais compostos, que são separados por meio de uma barreira 
semipermeável, a membrana, através da qual uma ou mais espécies se movem mais 
rápido que outras espécies. A mistura de alimentação é separada em um retentado e 
um permeado (METCALF e EDDY, 2003). 
O processo de separação por membranas é divido ao tamanho do poro da 
membrana, de tal forma que a microfiltração utiliza membranas com tamanho de poros 
de 5 a 0,05 µm, utilizada para a esterilização bacteriana, clarificação de vinhos e 
cervejas e concentração de células. Já a ultrafiltração faz uso de membranas com 
poros de 50 a 3 nm e empregada para o fracionamento e concentração de proteínas, 
recuperação de pigmentos e recuperação de óleos. Outra maneira, é a nanofiltração, 
utilizada para a purificação de enzimas e biorreatores a membranas, retendo 
moléculas de baixa massa molar, que varia de 500 a 2.000 Da (HABERT et al., 2006). 
A microfiltração pode ser em pregada com o auxílio de membranas de fibra 
ocas, uma vez que essas consistem em membranas cilíndricas ocas, permitindo uma 
maior área de permeação, devido a seu maior volume, o que diminui os custos de 
equipamentos (LAVEZO, 2006), já que há dois conjuntos de fibras ocas, em que um 
deles circula a alimentação, normalmente interna, e no outro o permeado, contendo o 
produto. 
 
3.6. Perstração 
Perstração é uma técnica de extração através de membranas que não 
envolve mudança de fase (WINDMOLLER, 1995), ou seja, a perstração consiste em 
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uma extração com solventes orgânicos que utiliza uma membrana líquida como 
barreira, a qual funciona por diferença de gradiente de pH, ácido-base, formando um 
complexo. Em comparação com a extração líquido-líquido, a utilização de perstração 
requer uma pequena quantidade de solvente e diminui a sua perda, devido ao seu 
reciclo durante a extração (CAŞCAVAL et al., 2013; CAŞCAVAL et al., 2009). 
A perstração atua num sistema de três fases, onde o produto é extraído do 
meio (fase doadora), normalmente aquoso, através de um solvente orgânico imiscível 
em água (face extratora) imobilizado nos poros da membrana, passando para uma 
solução aquosa, fase aceptora, presente no lúmen da membrana (CAŞCAVAL et al., 
2013). A fase orgânica atua como uma barreira entre as fases aquosas, ou seja, as 
fases aceptora e doadora, impedindo o contato entre elas (de OLIVEIRA et al., 2008), 
como demonstrado na Figura 7. Eliminando-se as colunas de recuperação do 
solvente, uma vez que a membrana impede sua dissolução na fase aquosa, e este 
funciona como uma barreira entre as fases aquosa, não havendo contato entre elas 
(WINDMOLLER, 1995). Além disso, a técnica de perstração é empregada como uma 
etapa do processo de purificação, uma vez que para obter o produto final purificado 
basta fazer uma destilação simples (RODRIGUEZ et al., 2014; WINDMOLLER, 1995). 
 
Figura 7: Representação do processo de perstração. 
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A adição de um veículo líquido na membrana, como os compostos 
organofosforados, aminas de cadeia longa ou os éteres de coroa, podem conduzir a 
uma melhoria significativa da eficiência de perstração e seletividade (CAŞCAVAL et 
al., 2013). 
Kaur e Vohra (2010), fazem uso de aminas alifáticas, como a tri-n-
octilamina (TOA), Figura 8, pois essas possuem basicidade intermediária e baixa 
solubilidade em água, e são amplamente utilizadas para a extração de ácidos 
carboxílicos, como láctico, cítrico, nicotínico, butírico, valérico, glicólico, glioxílico e 
propanóico (WASEWAR e YOO, 2012). Em conjunto a tri-n-octilamina pode-se utilizar 
uma base forte como fase aceptora, como por exemplo, o hidróxido de sódio ou 
hidróxido de potássio (KAUR e VOHRA, 2010). 
A amina interage com o ácido para formar o complexo ácido-amina e, 
assim, proporciona uma distribuição elevada de ácido, Equação 5, Figura 9. A alta 
afinidade do ácido à base fornece uma vantagem adicional, de forma seletiva sobre 
os componentes não ácidos na mistura (WASEWAR e YOO, 2012).  
 
Figura 8: Estrutura molecular da tri-n-octilamina (TOA). 
 
 
 
 
 
Equação 5 
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Figura 9: Interação de aminas com o ácido para formar o ácido-complexo 
de amina. 
 
 
 
Como fase extratora são utilizadas tolueno e octanol (CAŞCAVAL et al., 
2013; MORAES, 2011; KAUR e VOHRA, 2010), no entanto, o octanol é mais utilizado 
por ser um solvente orgânico imiscível em água. O octanol é um álcool primário, de 
cadeia linear e com oito átomos de carbono, Figura 10, sendo um líquido incolor e 
ligeiramente viscoso, amplamente utilizado como agente antiespumante e solvente 
para revestimentos, ceras e óleos, e também como matéria-prima para plastificantes, 
devido a sua baixa solubilidade em água, 540 mg/L (PUBCHEM, 2014). 
 
Figura 10: Estrutura molecular do octanol. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
A parte experimental foi totalmente desenvolvida no Laboratório de 
Bicatálise e Síntese Orgânica (LaBioSin), no Instituto de Química (IQ) da Universidade 
Estadual de Campinas (Unicamp) sob orientação do Professor Dr. José Roberto 
Nunhez da Faculdade de Engenharia Química (FEQ) e co-orientação do Professor Dr. 
Paulo José Samenho Moran, uma vez que este projeto é uma parceria entre a 
Faculdade de Engenharia Química (FEQ) e o Instituto de Química (IQ) da Unicamp, 
no desenvolvimento de processos fermentativos e de separação de produtos através 
de perstração, além de envolver o desenvolvimento de protótipo de biorreatores 
acoplado a membrana de perstração. Também participam do projeto como 
colaboradores os Professores Drs. Gustavo Paim Valença (FEQ) e José Augusto 
Rosário Rodrigues (IQ), além do Dr. Lucídio Cristóvão Fardelone (IQ). 
 
4.1. Reagentes  
Na Tabela 2 estão descritos os reagentes comerciais que foram utilizados 
para execução dos experimentos. 
 
Tabela 2: Relação dos reagentes utilizados nos experimentos. 
Reagente Procedência Reagente Procedência 
D-Glicose anidra Synth CaCl2·6H2O Synth 
Extrato de levedura BD-Biosciences CoCl2·6H2O Synth 
KH2PO4 Synth 1-octanol Dinâmica 
(NH4)2HPO4 Synth tri-n-octilamina 99,9 % Sigma Aldrich 
FeSO4·7H20 Synth Ácido sulfúrico 99,9 % Sigma Aldrich 
MgSO4·7H20 Synth 
Ácido propanóico 99,5 
% 
Sigma Aldrich 
MnSO4·H2O Synth Ácido acético 99,7 % Sigma Aldrich 
ZnSO4·7H20 Synth NaOH Synth 
 
4.2. Instrumentos e equipamentos  
Na Tabela 3 estão descritos todos os equipamentos utilizados ao longo 
deste trabalho. 
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Tabela 3: Relação dos equipamentos utilizados com as respectivas marcas 
e modelos. 
Equipamento Marca Modelo 
Autoclave vertical Prismatec CS 
Capela de fluxo 
unidirecional 
Grupo Veco CFLV 12 
Incubadora tipo Shaker Marconi MA-420 
HPLC Agilent Technologies 1200 Series 
Centrífuga Novatécnica NT800 
Balança analítica Mettler Toledo AB204-S 
Balança semi-analítica Bel Engineering - 
pHmetro Digimed DM-20 
Agitador magnético/chapa 
de aquecimento 
IKA C-MAG HS7 
Medidor de densidade 
celular-colorímetro 
Biowave CO8000 
Bomba peristáltica Milan - 
Bomba peristáltica Start BioScionce - 
Centrífuga de microtubo Novatécnica NT 800 
Biorreator Infors HT Multifors 
Biorreator de fundo cônico - - 
 
As fermentações foram realizadas de forma asséptica, sendo que todos os 
materiais foram esterilizados em autoclave vertical da marca Prismatec, modelo CS, 
de 15 a 40 min., conforme a necessidade do experimento, à 121 ᵒC e 1 atm, e 
manipulados em capela de fluxo unidirecioanal, devidamente certificado pelo 
fabricante. As bateladas foram realizadas em tubos tipo Falcon e conduzidas em 
incubadoras tipo shaker, 100 rpm.  
A avaliação do consumo de glicose e a produção dos ácidos propanóico e 
acético foram realizadas através de análise de cromatografia líquida em HPLC da 
marca Agilent Technologies, modelo 1200 Series, utilizando coluna Aminex® HPX-
87H, 300mm x 7,8mm, Bio-rad, conforme descrito item 4.9, página 35. 
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O crescimento celular foi acompanhada através de medidas da densidade 
celular por medida de absorbância em 600 nm, em colorímetro da marca Biowave, 
modelo CO8000. 
Foi utilizado um biorreator da marca Infors HT, modelo Labfors com uma 
dorna de capacidade para 3,6 L de trabalho. Também foi utilizado um biorreator de 
fundo cônico, desenvolvido para realizar as fermentações com as células suportadas 
em montmorilonita K10, em sistema contínuo, que está exemplificado abaixo. 
 
4.3. Microrganismo 
Inicialmente foi utilizada a Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, 
que estava disponível em nosso laboratório, criopreservada à temperatura de -80 °C. 
No entanto, devido ao uso do octanol foi necessário fazer uma adaptação dessa 
bactéria as condições de fermentação. Desta maneira, as células de 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 foram cultivadas em meio de cultura 
contendo octanol, onde foram realizados repiques sucessivos para a escolha da 
linhagem mais adaptada de Propionibacterium acidipropionici a presença de octanol, 
e doravante denominada Propionibacterium acidipropionici LaBioSin. 
 
4.4. Fermentações 
As fermentações foram realizadas em condições já estabelecidas em nosso 
laboratório, trabalho este realizado pela Dra. Juliana Canto Duarte, em defesa de tese, 
intitulada “Produção de ácidos orgânicos C-3 e C-4 através da fermentação de 
diferentes substratos por Propionibacterium acidipropionici” (DUARTE, 2014). Dessa 
forma, a temperatura de trabalho foi de 30 ᵒC, agitação de 100 rpm e pH 6,8. Além da 
injeção de N2 para manter a condição de anaerobiosidade do reator. O meio de cultura 
utilizado está descrito na Tabela 4, meio este adaptado de Coral et al. (2008), em que 
Duarte, 2014 adicionou ZnSO4·7H20, pois o Zinco é um cofator metálico de proteínas 
de ligação ao DNA de bactérias Gram-positivas (MADIGAN et al., 2004). 
Para o pré-inóculo e inóculo foi utilizado 10 g/L de glicose, enquanto que 
para a fermentação, propriamente dita, foi de 80 g/L, a qual foi autoclavada à 
temperatura de 121 oC por 15 minutos, de forma separada o meio de cultura para 
evitar caramelização do meio, e após o resfriamento foi adicionado ao caldo de 
fermentação de forma asséptica. 
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Tabela 4: Composição do meio de cultura para Propionibacterium 
acidipropionici ATCC 4875 (adaptado de CORAL et al., 2008). 
 
Reagentes Concentração 
KH2PO4 1 g/L 
(NH4)2HPO4 2 g/L 
FeSO4·7H20 5 mg/L 
MgSO4·7H20 10 mg/L 
MnSO4·H2O 2,5 mg/L 
ZnSO4·7H20 5 mg/L 
CaCl2·6H2O 10 mg/L 
CoCl2·6H2O 10 mg/L 
Extrato de levedura 10 g/L 
Glicose 10 g/L // 80 g/L 
 
 
4.4.1. Pré-inóculo 
Para todas as fermentações um pré-inóculo em condições assépticas, onde 
um frasco de 15 mL para expansão celular foi utilizado, hermeticamente fechado para 
produzir condições anaeróbicas. Onde 1,5 mL de células de um frasco do Banco de 
Células de Trabalho (Master Cell Bank) foi transferido para um frasco de 15 mL 
contento 13,5 mL de meio de cultura, e foi colocado, para expansão celular, em estufa 
microbiológica por 24 horas à temperatura de 30 oC (DUARTE, 2014). 
 
4.4.2. Inóculo 
Após o crescimento celular, todo o conteúdo do frasco de pré-inóculo foi 
centrifugado (3.000 rpm por 5 minutos), sendo o sobrenadante descartado e o pellet 
foi ressupendido em 50 mL de novo meio de cultura, sob medidas de assepsia. E este 
frasco foi colocado, para expansão celular, em estufa microbiológica por 48 horas à 
temperatura de 30 oC. Após o crescimento celular, todo o conteúdo do frasco de 
inóculo foi centrifugado (3.000 rpm por 5 minutos), sendo o pellet ressuspenso em 
novo meio de cultura e transferido para o biorreator (DUARTE, 2014). 
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4.4.3. Batelada 
4.4.3.1. Células livres 
4.4.3.1.1. Concentração de glicose 
Coral (2008) reporta o uso de melaço de cana-de-açúcar, nas 
concentrações de 1 ºBrix, 2 ºBrix, 5 ºBrix e 10 ºBrix, e o uso de glicerol nas 
concentrações de 10 g/L, 15 g/L e 20 g/L. Dishisha et al. (2012) utilizaram 40 g/L de 
glicerol, enquanto que Duarte et al. (2014), reportaram o uso de sorbitol nas 
concentrações de 10 e 80 g/L. Já Wang et al. (20015) fizeram uso de glicose nas 
concentrações de 30 a 50 g/L em suas fermentações. Na literatura é reportado o uso 
de diferentes fontes de carbono em variadas concentrações (ZHANG e YANG, 2009a; 
ZHANG e YANG, 2009b), desse modo, foram realizados experimentos para verificar 
o comportamento da produção de ácido propanóico pela Propionibacterium 
acidipropionici ATCC 4875 em diferentes concentrações de glicose: 10, 30, 50, 70 e 
80 g/L. 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, o conteúdo 1,0 g de 
células foram ressuspendidas em 50 mL de novo meio de cultura, contendo as 
diferentes concentrações de glicose como fonte de carbono, em frascos tipo Falcon, 
sendo hermeticamente fechados para anaerobiosidade. Estes frascos tipo Falcon 
foram colocados em incubadora-shaker para acompanhamento do crescimento, 
produção dos ácidos propanóico e acético e consumo de glicose por 96 horas à 
temperatura de 30 oC. 
 
4.4.3.1.2. Teste de toxicidade do octanol 
Segundo Windmoller (1995), quando há uma pequena diferença de 
pressão, ocorre a desestabilização do sistema de perstração por completo, permitindo 
o contato direto entre as duas fases aquosas, eliminando a transferência seletiva do 
soluto, sendo assim, foi verificado o efeito do octanol sobre as células de 
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875.  Dessa forma, após as expansões 
celulares de pré-inóculo e inóculo, o conteúdo 1,0 g de células foram ressuspendidas 
em 50 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de glicose como fonte de carbono 
e octanol em diferentes concentrações (0, 540, 1080 e 1620 mg/L), em frascos tipo 
Falcon, sendo hermeticamente fechados para anaerobiosidade.  
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4.4.3.1.3. Células livres sem presença de octanol 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, o conteúdo 1,0 g de 
células foram ressuspendidas em 50 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de 
glicose como fonte de carbono, em frascos tipo Falcon, sendo hermeticamente 
fechados para anaerobiosidade. Estes frascos tipo Falcon foram colocados em estufa 
microbiológica por 96 horas à temperatura de 30 oC. Amostras foram retiras a cada 24 
horas para análise de produção de ácido propanóico e acético, glicose residual e pH. 
 
4.4.3.1.4. Células livres com presença de octanol 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, o conteúdo 1,0 g de 
células foram ressuspendidas em 50 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de 
glicose como fonte de carbono e 540 mg/L de octanol, em frascos tipo Falcon, sendo 
hermeticamente fechados para anaerobiosidade, os quais foram colocados em estufa 
microbiológica por 96 horas à temperatura de 30 oC. Alíquotas foram retiras a cada 24 
horas para análise de produção de ácido propanóico e acético, glicose residual e pH. 
 
4.4.3.2. Células adsorvidas 
4.4.3.2.1. Células adsorvidas sem presença de octanol 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, 1,0 g de células, 
provenientes do inóculo, foram ressuspensas em 25 mL em novo meio de cultura, 
suplementado com 80 g/L de glicose como fonte de carbono, e este transferido de 
forma asséptica para um tubo Falcon de 50 mL contendo 0,9 g montmorilonita K-10 
(DUARTE, 2014), e agitado a 100 rpm para que ocorresse a adsorção da bactéria ao 
suporte, mantendo-se a temperatura em 30 oC. Amostras de 1 mL a cada 24 horas 
foram retiradas do caldo fermentativo para análise de glicose residual, produção de 
ácido propanóico e acético e checagem de pH. 
 
4.4.3.2.2. Células adsorvidas com a presença de octanol 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, 1,0 g de células, 
provenientes do inóculo, foram ressuspensas em 25 mL em novo meio de cultura, 
suplementado com 80 g/L de glicose como fonte de carbono e 540 mg/L de octanol, e 
este transferido de forma asséptica para um tubo Falcon de 50 mL contendo 0,9 g 
montmorilonita K-10 (DUARTE, 2014), e agitado a 100 rpm para que ocorresse a 
adsorção da bactéria ao suporte, mantendo-se a temperatura em 30 oC. Amostras de 
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1 mL a cada 24 horas foram retiradas do caldo fermentativo para análise de glicose 
residual, produção de ácido propanóico e acético e checagem de pH. 
 
4.4.3.2.2.1. Sistema contínuo 
Para a fermentação em sistema contínuo foi necessário o desenvolvimento 
de alguns componentes para que o sistema funcionasse corretamente, apresentado 
no item 5.7. 
Após as expansões celulares de pré-inóculo e inóculo, 3,6 g de células, 
provenientes do inóculo, foram ressuspensas em 150 mL de solução, isento de glicose 
e transferido de forma asséptica para um biorreator de fundo cônico contendo 100 mL 
de meio de cultura, com 280 g/L de glicose, e 6 g de montmorilonita K-10. Ao biorreator 
foi acoplado um filtro de retenção, preenchido completamente com poliuretanas de 
diversas densidades e com gradiente de porosidade, que foi autoclavada à 
temperatura de 121 oC por 40 minutos, e conectada de forma asséptica ao sistema. 
Também foram acoplados uma membrana de fibra oca, e dois coletores/respiro, 
previamente esterilizados com NaOH 0,5 M e lavados com água estéril. Todas as 
linhas foram preenchidas com 100 mL de meio de cultura, isento de glicose, e desta 
maneira o volume total de meio de cultura no sistema de fermentação/perstração, 
perfez 350 mL com 80 g/L de glicose. A membrana de fibra oca foi impregnada com 
uma solução de octanol contendo 5% de tri-n-octilamina (v/v) e o excesso drenado. O 
processo foi mantido sob anaerobiosidade, com a injeção de nitrogênio, e à 
temperatura de 30 oC, a agitação no biorreator de fundo cônico foi mantido através do 
reciclo do caldo de fermentação pelo sistema. Amostras de 1 mL a cada 24 horas 
foram retiradas do caldo fermentativo para análise de glicose residual, produção de 
ácido propanóico e acético e checagem de pH.  
 
4.5. Membrana 
O cartucho de membrana utilizada foi da GE Healthcare, CFP-1-E-3MA 
com membrana de polissulfona, tamanho de poro de 0,1 micrômetro, área de 110 cm2 
e largura de 1 mm de cada membrana, o número total de membranas no cartucho é 
de 13 membranas. Após o termino de cada fermentação o cartucho de membranas foi 
sanitizado com NaOH 0,5 M por 2 horas e por mais 3 horas com água deionizada, 
conforme instruções do fabricante. Além disso, para a perstração foi feita uma 
esterilização química com NaOH 0,5 M por 12 horas. 
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4.6. Determinação da concentração de NaOH e TOA 
Kaur e Vohra (2010), reportam 42% rendimento utilizando 5% de TOA (v/v), 
enquanto que CAŞCAVAL et al. (2013), reportam que o aumento da concentração de 
TOA exerce um efeito favorável sobre a transferência de massa dos ácidos. Sendo 
assim, foi utilizado 5 % de TOA (v/v) em octanol. 
Kaur e Vohra (2010), demonstram que a concentração da solução aceptora 
deve ser o suficiente para desfazer o complexo ácido-amina, desprotonando a amina, 
para que ela volte ao sistema.  
 
4.7. Fluxo e volume morto 
  Para garantir a formação do complexo ácido-amina, foi utilizado 15 
mL/mim de fluxo. O volume morto, volume para o preenchimento de toda a linha foi 
determinado após a montagem do sistema, volume este que é essencial para os 
cálculos de rendimento ao final da fermentação. 
 
4.8. Rendimento percentual 
Para determinar o rendimento percentual da membrana, ou seja, o quanto 
de ácido o sistema é capaz de separar, foi injetada na membrana uma solução dos 
ácidos conhecidas e posteriormente as amostras foram analisadas em HPLC, 
seguindo as condições analíticas apresentadas no item 4.9, abaixo. 
 
4.9. Método analítico 
Para a análise de concentração dos ácidos propanóico e acético, bem 
como consumo e glicose residual, foi utilizado a metodologia analítica descrita por 
Coral et al. (2008) utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - CLAE, onde o 
detector utilizado foi o de índice de refração, sendo a coluna Aminex HPX-87H (300 
mm x 7,8 mm, Bio-rad) e a fase móvel consistiu em uma solução 5 mmol/L de H2SO4, 
com fluxo 0,6 mL/min. e temperatura do forno de 50 °C. No entanto, devido a utilização 
de base, como NaOH ou KOH, no processo de perstração, foi realizada uma 
adaptação no método analítico, devido a necessidade de se neutralizar as amostras 
provenientes da extração. Dessa forma, as amostras foram diluídas em solução de 
0,56 M de H2SO4 para a neutralização da base, NaOH ou KOH, antes das corridas 
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cromatográficas. As quantificações dos produtos foram feitas a partir da construção 
de curvas de calibração realizadas com padrões externos. 
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5. RESULTADO E DISCUSSÃO 
5.1. Determinação do sentido da corrente de fluxo 
O sistema de três fases, denomina a perstração, conforme Windmoller 
(1995) reportou foi testado, porém houve uma pequena diferença de pressão no 
sistema e este não se manteve estável por longos períodos. Dessa maneira o sistema 
tradicional da perstração foi alterado, como exemplifica a Figura 11, em que o octanol, 
agora impregnado nos poros e por fora das fibras da membrana, e a fase doadora 
passou pelo interior da mesma. Já a extração com NaOH, fase aceptora, foi efetuada 
fora do sistema da membrana, em um recipiente conforme mostra a Figura 12. Nesse 
recipiente de extração há a formação de duas fases, uma vez que contém a solução 
de octanol com TOA 5 % (v/v), que recircula no sistema sem a necessidade de 
reposição ao longo do processo (Figura 13), e a solução de NaOH. Desta maneira, os 
ácidos neste recipiente estão desprotonados pela TOA e na presença do NaOH serão 
protonados, e permanecem na solução aquosa. 
 
Figura 11: Estrutura de membrana para a perstração. 
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Figura 12: Representação do recipiente de extração. 
 
 
 
Figura 13: Reações de recuperação do octanol e extração dos ácidos. 
 
 
 
5.2. Determinação da concentração de NaOH 
Conforme Kaur e Vohra (2010), reportaram para a separação total do 
complexo ácido-amina, representada na Equação 5, que a proporção de hidróxido de 
sódio (NaOH) deveria ser duas vezes maior que a quantidade de ácidos produzidos, 
no entanto, como trata-se de um sistema contínuo a quantidade de ácidos produzidos 
é superior do que em processo em batelada. Partindo do rendimento teórico 
estabelecido pela Equação 4 acima, com 28 g de glicose, seriam produzidos   0,207 
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mols de ácido propanóico e 0,103 mols de ácido acético, seriam necessário 0,62 mols 
de NaOH. 
 
 
Equação 5 
 
5.3. Rendimento percentual 
Para verificar o rendimento percentual de separação dos ácidos dentro da 
membrana, uma solução dos ácidos propanóico e acético, nas concentrações de 30 
g/L e 3 g/L, respectivamente, foram permeadas e em seguida quantificada por 
cromatografia liquida de alta eficiência (4.9). Com apenas um ciclo de passagem 
rendimento obtido foi de 18 % e 24% para os ácido propanóico e acético, 
respectivamente. Este rendimento é baixo, no entanto, durante a fermentação os 
ácidos foram extraídos constantemente aumentando o rendimento, para 83,01% e 
65,25% para os ácidos propanóico e acético, respectivamente. 
 
5.4. Concentração de glicose 
Os resultados estão representados na Tabela 5 onde os resultados obtidos 
mostram que a concentração de glicose não influencia a produção dos ácidos, pois 
esta produção é inibida pelo decaimento do pH, devido ao acumulo dos ácidos 
propanóico e acético no caldo fermentativo. 
 
Tabela 5: Produção de ácidos propanóico e acético em processo de 
batelada em frasco tipo Falcon, com diferentes concentrações de glicose. 
 
Amostra 
(tempo h) 
Concentração 
de Glicose 
(g/L) 
Glicose 
residual 
(g/L) 
Ácido 
propanóico 
(g/L) 
Ácido 
acético 
(g/L) 
pH 
(final) 
1 10 3,87 2,89 0,28 4,52 
2 30 23,15 2,59 0,16 4,46 
3 50 43,43 2,35 0,37 4,41 
4 70 58,98 3,21 0,19 4,40 
5 80 71,79 3,34 0,47 4,75 
n=3 
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5.5. Teste de toxicidade do octanol 
Testes de toxicidade em meio sólido foram feitos para identificar a inibição 
que o octanol causa sobre as células de da Propionibacterium acidipropionici ATCC 
4875. O octanol na concentração de solubilidade em água (540 mg/L) é o suficiente 
para inibir parcialmente o crescimento celular da Propionibacterium acidipropionici 
ATCC 4875, como mostra a Figura 14, onde observa-se as células crescidas sem 
octanol (Figura 15 (a)), e o alo de inibição das células crescida na presença de octanol 
(Figura 15 (b)).  
 
Figura 14: Teste de toxicidade do octanol em meio sólido, (a) células sem 
a presença de octanol, (b) células com octanol na concentração de solubilidade em 
água (540 mg/L). 
 
 
(a) 
 
(b) 
 
Desse modo, um novo teste em meio líquido com diferentes concentrações 
de octanol foi realizado, para a quantificação dos ácidos em cromatografia líquida de 
alta eficiência, uma vez que não é possível fazer medidas de OD600, pois o octanol 
turva o meio de cultivo assim que adicionado. 
Os resultados estão representados na Tabela 6, onde os resultados obtidos 
mostram que as células crescidas na ausência de octanol apresentaram glicose 
residual 69,96 g/L, produzindo dessa forma 1,85 g/ de ácido propanóico e 0,90 g/L de 
ácido acético, já para o octanol presente nas diferentes concentrações o consumo de 
glicose foi menor, assim como a produção de ácido propanóico e não ocorreu a 
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produção do ácido acético. Dessa forma, observou-se que o octanol afeta diretamente 
o crescimento celular e consequentemente a produção dos ácidos.  
 
Tabela 6: Produção de ácidos propanóico e acético em processo de 
batelada em frasco tipo Falcon, com diferentes concentrações de octanol. 
 
Amostra 
Concentração 
de octanol 
(mg/L) 
Glicose 
residual 
(g/L) 
Ácido 
propanóico 
(g/L) 
Ácido 
acético 
(g/L) 
pH 
1 0 69,96 1,85 0,90 4,21 
2 540 70,37 0,88 0 4,40 
3 1080 75,69 0,68 0 4,88 
4 1620 80,00 0 0 6,26 
n=3 
 
5.6. Batelada em frasco tipo Falcon com células livres e suportadas, na 
presença e ausência de octanol 
A toxicidade do octanol sobre as células de Propionibacterium 
acidipropionici ATCC 4875, foi contornada com a adsorção da bactéria em 
montmorilonita K10, visto que esta argila vem sendo vastamente utilizada em 
processo biocatalíticos com excelentes resultados, até mesmo pelo nosso grupo de 
pesquisa (DUARTE et al., 2015; MORAN et al., 2009; MORAN et al., 2002; 
RODRIGUES e MORAN, 2001; MORAN et al., 1999; MORAN et al., 1994), como 
mostra o trabalho defendido por Duarte (2014), mostrando que a montmorilonita K10 
melhora a produtividade do ácido propanóico e diminui a produtividade de ácido 
acético, uma vez que a montmorilonita K10 protege a célula e evita o desvio 
metabólico para a produção do ácido acético, utilizando sorbitol como fonte de 
carbono.  
As células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 livres na 
ausência de octanol consumiu 8,02 g/L e glicose e produziu 5,82 e 2,57 g/L de ácido 
propanóico e acético, respectivamente. No entanto, na presença de octanol esses 
valores alteram de forma significativa, principalmente para a produção de ácido 
propanóico, produzindo 40 % menos que as células na ausência de octanol (3,83 g/L), 
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e 6 % menos para o ácido acético (2,43 g/L) com um consumo de glicose bem 
parecido de 8,16 g/L.  
Já as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 suportadas 
em montmorilonita K10 na ausência de octanol apresentaram consumo de glicose de 
10,15 g/L e produção dos ácidos propanóico e acético de 6,27 e 1,85 g/L, 
respectivamente. Na presença de octanol o consumo de glicose foi menor (9,95 g/L) 
e produção do ácido propanóico foi 13 % menor (5,47 g/L) quando comparada com as 
células suportada sem octanol e 30 % maior quando comparadas com as células livres 
com octanol, e para o ácido acético a produção foi 14 % menor (1,55 g/L) fazendo a 
mesma comparação com as células suportadas sem octanol e 37 % maior quando 
comparadas com as células livres com octanol. Observa-se que realmente a 
montmorilonita K10 protege a célula e evita o desvio metabólico para a produção do 
ácido acético. A Figura 15 mostra o perfil de produção dos ácido e o consumo de 
glicose, além da variação de pH durante o processo de batelada em tubo tipo Falcon 
por 96 horas. 
Além disso, as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 
foram cultivadas em meio de cultura contendo octanol (540 mg/L), e repicadas três 
vezes e denominada Propionibacterium acidipropionici LaBioSin, as quais foram 
utilizadas para as fermentações em sistema contínuo. 
 
Figura 15: Perfil do consumo de glicose (A), produção dos ácido 
propanóico (B) e acético (C), e variação de pH (D) durante processo de batelada em 
frasco tipo Falcon por 96 horas. 
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5.7. Desenvolvimento de sistema contínuo 
Como as fermentações utilizaram células de Propionibacterium 
acidipropionici LaBioSin suportadas em montmorilonita K10, foi necessário 
desenvolver um fermentador de fundo cônico, para que a montmorilonita K10 
decantasse no fundo do fermentador, e a alimentação de nutrientes para as células 
fosse realizada apenas com o fluxo do sistema, sem a necessidade de agitação, para 
evitar que os grânulos mais finos de argila ficassem em suspensão, e evitar um 
possível entupimento da membrana, desestabilizando o sistema. O biorreator 
desenvolvido, possui portas de entradas para adição e retirada de caldo de cultivo, 
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adição de base, para ajuste de pH, quando necessário, portas para retiradas de 
amostras e dreno. O biorreator possui também agitação magnética e aquecimento. 
Caso os grânulos mais finos de montmorilonita k10 viessem a ficar em 
suspensão foi desenvolvido um filtro de retenção, preenchido com poliuretanas, com 
gradiente de densidade e porosidade diferentes, sendo que as de menores 
densidades ficaram na entrada do filtro e as de maiores densidades no topo do filtro, 
retendo a argila de forma gradativa, retendo qualquer particulado, e desta maneira 
protegendo à membrana de fibra oca quanto a incrustações e depósitos de 
particulados e até mesmo células. 
Como as poliuretanas retêm ar, e este pode resultar em uma diferença de 
pressão na entrada da membrana de fibra oca e desestabilizar o sistema de 
perstração, sendo assim, foram desenvolvidos respiradores, para que todo o ar 
remanescente fosse retirado do sistema. 
Também foi desenvolvido um coletor de octanol, caso este passasse para 
o caldo de fermentação, devido a desestabilização por pressão. Este coletor retêm o 
octanol na parte superior, por ele ser menos denso que a água, evitando que o mesmo 
atinja o fermentador, passando apenas o octanol solúvel. 
Como descrito no item 5.1, página 37, foi desenvolvido um recipiente para 
a extração com NaOH. 
A montagem do sistema foi realizada de acordo com a Figura 16, onde o 
biorreator cônico foi ligado ao filtro contendo poliuretanas, o qual foi ligado ao 
respirador, e este a membrana. Em uma das saídas foi acoplado o coletor de octanol, 
e este ligado ao biorreator, fechando o sistema. O recipiente de extração foi acoplado 
a outra entrada e saída da membrana de fibra oca. Tanto o caldo de fermentação 
como a solução de octanol contendo TOA 5 % (v/v) foram impulsionados ao longo do 
sistema por duas bombas peristáltica, com velocidades de fluxo de 15 mL/min. 
Esta configuração de montagem proporciona uma fermentação em sistema 
totalmente fechado e permite uma boa produtividade e extração efetiva dos ácidos 
propanóico e acético produzidos pela bactéria Propionibacterium acidipropionici 
LaBioSin. 
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Figura 16: Representação esquemática do sistema contínuo 
biorreator/membrana para perstração dos ácidos propanóico e acético. 
 
 
 
5.8. Sistema contínuo 
Os resultados obtidos de produção de ácido propanóico e acético e glicose 
residual em sistema contínuo mostram que foram produzidos 8,71 g de ácido 
propanóico e 3,08 g de ácido acético, e restaram 14,47 g de glicose no fermentador. 
Na Figura 17, está descrito o consumo de glicose e produção dos ácidos propanóico 
e acético, bem como as adições de meio de cultura, contendo 80 g/L de glicose, ao 
longo do processo, totalizando 400 mL, resultado em um total de 60 g de glicose desde 
o início do processo, e desta maneira, mantendo o processo de forma contínua. 
Os valores obtidos de produção de ácido propanóico e acético demonstram 
que há um alto consumo de glicose, 45,53 g, durante o processo de 528 horas. As 
inflexões na curva de glicose mostram as adições realizadas de glicose no caldo de 
fermentação. Os rendimentos obtidos foram de 34,89% para o ácido propanóico e 
30,44% para o ácido acético, para o processo contínuo de fermentação/perstração. 
Na Figura 18, está representado os resultados obtidos ao longo do processo de 
perstração dos ácidos, com 7,23 g e rendimento de 83,01% para o ácido propanóico 
e, 2,01 g e 65,25% de rendimento para o ácido acético, durante as 528 horas, o que 
demonstra que o processo de perstração é extremamente eficiente.  
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Figura 17: Representação gráfica da produtividade de ácidos propanóico 
e acético e o consumo de glicose em processo contínuo. 
 
 
 
Figura 18: Representação gráfica da extração de ácidos propanóico e 
acético através da perstração de forma contínua. 
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6. CONCLUSÃO 
 
 O sistema de perstração desenvolvido neste trabalho mostra-se 
extremamente estável e eficiente, uma vez que manteve-se estável por 528 
horas, extraindo mais de 75% dos ácidos propanóico e acético; 
 Montmorilonita K10 tem papel fundamental no processo fermentativo na 
presença de octanol, visto que projete ás célula de Propionibacterium 
acidipropionici LaBioSin, devido a sua superfície ácida e seu potencial zeta 
negativo, não permitindo que o octanol iniba por completo o crescimento 
microbiano e produção dos ácidos. Mostrando que há um acréscimo de 
30% na produtividade de ácido propanóico na presença de octanol quando 
comparada com as células livres na presença de octanol; 
 Cada componente desenvolvido demonstrou serem importantes para a 
estabilização do sistema de fermentação em sistema contínuo; 
 A fermentação em sistema contínuo mostra-se com rendimento próximos à 
35 %, podendo ser estendida por longos períodos; 
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7. SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Melhorar a eficiência de fermentação em sistema continuo; 
 Chegar ao máximo de rendimento na perstração; 
 Acoplar outros tipos de membranas ao processo para ver a eficiência; 
 Aumento de escala do sistema continuo. 
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